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Abstract (Basic) : FR 2723591 A 

Amplification of a nucleic acid sequence comprises: (a) hybridising 
a target sequence in soln . with a polynucleotide construct comprising a 
single -stranded (SS) and double -stranded (DS) domains, where the SS 
domain has a sequence complementary to the target sequence and the DS 
domain constitutes a promoter; (b) separating the nucleic acids; (c) 
using a nuclease specific for SS nucleic acids to digest SS fragments 
of the construct, e.g. those that have not hybridised to the target 
sequence; (d) transcribing the hybridised target sequence in soln. in 
the presence of a DNA-dependent RNA polymerase to produce multiple RNA 
transcripts of the target sequence; and opt. (e) detecting and/or 
quantifying the transcripts. 

USE - Uses for the amplification and opt. detection/quantification 
method in medical and veterinary diagnosis and food applications are 
mentioned . 

ADVANTAGE - The sensitivity of hybridisation assays can be 
increased without loss of specificity. 
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(57) Abstract 

Method for the amplification of at least one nucleic acid sequence characterized in that it 
comprises the steps of (1) solution hybridizing at least one target sequence with a polynucleotide 
construct comprising at least one single-strand domain (A) corresponding to a complementary 
nucleotide sequence of the target sequence and a double strand domain (8, B*) forming a promoter, 
(2) separating the nucleic acids; (3) digesting using a nuclease specific to single strand nucleic acids 
of polynucleotide constructs, namely those not having produced hybrids with the target sequence, 
and (4) transcripting. in a solution and in the presence of a DNA dependent RN A -polymerase, the 
target sequence hybridized in step (1), in the form of multiple RNA copies of the target sequence. 
According to the method of the invention, the amplified sequence can also be detected or quantified. 
The invention also concerns the polynucleotide constructs for carrying out the above-mentioned 
method. 

(57) Abrege* 

L'invcntion est relative a un proeddtf d' amplification d*au moins une sequence d'acide 
nucl6ique. caract6ris^ en ce qu'il comprend: (I) Phybridation en solution d'au moins une sequence 
cible avec une construction polynucldotidique comprenant au moins un domaine (A) simple-brin 
correspondant a une sequence nucl6otidique complimentaire de la sequence cible et un domaine 
(B. B') double-brin constituant un promoteur. (2) la separation des acides nucldiques, (3) la digestion par une nuclease spdeifique des 
acides nucltfiques simple-brin des fragments simple-brin des constructions polynucleotidiques. e'est-a-dire notamment celles n'ayant pas 
forme" d 'hydrides avec la sequence cible, et (4) la transcription en solution et en presence d'une ARN-polymdrase ADN-d6pendame. de la 
sequence cible ayant hybrid^ a l'6tape (1), sous la forme de copies multiples d'ARN de ladite sequence cible. lequel proc6d6 peut comprendre 
egalement la detection et/ou la quantification de la sequence amplified. L'invention englobe 6galement des constructions polynucleotidiques 
permettant la mise en ceuvre du proedde" ci-dessus. 
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METHODE D' AMPLIFICATION ET/OU DE DETECTION D'UNE SEQUENCE 
D • AC IDE NUCLEI QUE , REACT IF DE DETECTION ET LEURS 

APPLICATIONS . 

La presente Invention est relative a ' une 
methode d' amplification et/ou de detection d'une sequence 
specifique d'acide nucleique (sequence cible) , mettant en 
oeuvre une etape d ' hybridation, a un reactif approprie a 
ladite amplification et/ou detection ainsi qu 1 a leurs 
applications dans le domaine du diagnostic medical et 
veterinaire ainsi que dans 1 ' agro-alimentaire pour 
1' amplification, la detection et la quantification de 
sequences d'acide nucleique. 

La detection et/ou la quantification de se- 
quences d'acide nucleiques specif iques (sequences cibles) 
est une technique de plus en plus utilisee pour 1 ' identi- 
fication et la classification de microorganismes et le 
diagnostic des maladies inf ectieuses . 

La technique de base pour realiser une telle 
detection est la methode d ' hybridation simple : cette me- 
thode est basee sur la capacite d ' association de deux 
brins d'acide nucleique qui contiennent des sequences 
complementaires, pour former une sequence double-brin. 
Une sequence cible peut ainsi s 1 hybrider avec une 
sequence denommee sonde. Le marquage prealable de la 
sonde ou de 1'acide nucleique cible permet, apres separa- 
tion de l'hybride et de la sonde residuelle simple-brin, 
la detection du duplex forme. Cette methode, relativement 
simple a mettre en oeuvre presente, toutefois, un certain 
nombre d ' inconvenients : elle manque generalement de sen- 
sibilite pour les applications en diagnostic medical ; de 
plus, les methodes de detection de l'hybride forme font 
appel a des techniques qui ne sont pas compatibles avec 
une utilisation en routine de ces essais. 

Pour pallier ce manque de sensibilite des 
tests d' hybridation et essayer de conserver une bonne 
specif icite du test, de nombreuses ameliorations de cette 
technique de base ont ete developpees et concernent : 
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- soit 1 ' automatisation du test : faciliter la 
separation des duplex sequence cible-sonde formes par 
couplage par hybridation a un support solide, 

- soit essentiellement la sensibilize : ampli- 
fier de facon specif ique les sequences cibles, de maniere 
a rendre la detection ef f ectivement plus sensible. Plu- 
sieurs methodes ont ete proposees pour amplifier les 
sequences cibles : 

la reaction de polymerisation en chaine 
(Polymerase Chain Reaccion ou PCR) decrite par MULLIS et 
al. (Brevets US 4,683,195, 4,683,202, 4,800,159, EP 
86302298.4, 86302299.2 et 87300203.4) est un processus 
cyclique a trois temperatures, base 'sur 1 'extension par 
une ADN polymerase de deux amorces specifiques hybridees 
sur la sequence cible et qui permet 1 ' amplification expo- 
nentielle de la sequence recherchee. Ce systeme necessite 
la repetition sequentielle des sequences suivantes : 
denaturation de 1 ' ADN cible, hybridation des amorces sur 
les brins complementaires de la sequence, cible et elonga- 
tion par une ADN polymerase des extremites 3* des amorces 
en regard. Une polymerase thermostable est generalement 
utilisee et le processus se deroule de facon entierement 
automatique dans des appareils specif iques_. Cette tech- 
nique a 1 ' inconvenient majeure d'etre trop sensible et 
d'entrainer des resultats faussement positifs. 

. une variante de la PCR, connue sous le nom 
de Lipase Chain Reaccion (LCR) (Brevet EP 0 320 308), qui 
necessite 4 sondes oligonucleotidiques, est basee sur la 
ligation par une ligase de deux de ces sondes oligonu- 
30 cleotidiques , s'hybridant conj ointement sur la meme 
sequence cible. 

Ces deux sondes oligonucleotidiques ont la 
particularity d'etre contigiies sur le brin cible, par 
l'extremite 3' de 1 • un et 1 ' extremite 5' de 1* autre. 

. les proprietes des ARN polymerase ADN-depen- 
dantes extraites de bacteriophages, sont egalement utili- 
sees dans des systemes d * amplification , et permettent 
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l'obtention de nombreuses copies de transcrits. Par exem- 
pie, 1 1 amplification PCR a ete couplee a 1 ' amplification 
par transcription grace a 1 ' incorporation de sequences 
promo teur d'ARN polymerase dans l'une ou dans les * deux 
5 amorces d* amplification. L'ADN double-brin amplifie sert 
de substrat .pour la transcription d'ARN simple-brin 
(MURAKAWA et al. ( DNA, 1988, 7, 287-295) ou double-brin 
(Demande Internationale PCT WO 93/12229, au nom de la 
Demanderesse ) . 

10 Ceci est egalement le cas dans une methode 

d' amplification, basee sur la transcription, denommee la 
TAS (Transcription Amplification System) (Demande Inter- 
nationale PCT WO 88/10315). Dans cette methode, des amor- 
ces contenant le promoteur d ' une ARN polymerase sont 

15 hybridees avec une sequence cible et leur extension est 
realisee a 1 ' aide d'une ADN polymerase. L'ADN double-brin 
resultant est transcrit en ARN qui peut lui-meme servir 
de matrice pour 1 ' hybridation des amorces et done la 
transcription de nouvelles sequences d'ARN. 

20 D'autres methodes basees sur la production de 

transcrits, pour amplifier une sequence a detecter, ont 
ete egalement decrites : 

. la Demande de Brevet EP 0 587 266, au nom de 
GEN- PROBE INCORPORATED, decrit une methode d'amplifica- 

25 tion d'acide nucleique, qui comprend : 

(i) 1 * incubation d ' un melange consistant 
essentiellement en la sequence nucleique a detecter {ARN 
ou ADN) avec un ou plusieurs oligonucleotides dits 
"promoteurs -amorces " , comprenant une sequence suffisam- 

30 ment complementaire de l'extremite 3' de la sequence- 
cible a hybrider, servant d' amorce et un promoteur pour 
une ARN polymerase, et 

(ii) la formation d'un hybride promoteur- 
amorce/ sequence cible . 

35 . L'article paru dans Clin. Chem. , (1993, 39, 

9, 1934-1938) et la Demande de Brevet EP 0 427 073, au 
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nom de MOLECULAR DIAGNOSTICS , INC . , decrivent une sonde 
d'ADN qui peut etre amplifiee transcriptionellement , la- 
dite sonde ayant une structure en epingle a cheveux, com- 
prenant une sequence complementaire d'une sequence cible 
5 a detecter et une sequence promoteur double-brin. 

. .Un autre systeme d ' amplification est base 
sur le couplage d'une sonde ARN a de l'ARN (Brevet US 
4,786,600) qui sert de substrat a la Q-P-replicase , per- 
mettant la syn these de copi.es multiples de la sonde. 

10 .^ La Demande Internationale PCT WO 91/10746, au 

nom de CHIRON CORPORATION , decrit une amplification du 
signal apres hybridation par 1 ' intermediaire de sequences 
promoteur d'ARN polymerase couplees a une sonde, qui en- 
traine la production de transcrits complementaires d'une 

15 matrice associee au promoteur mais differente de la 
sequence cible (Toutefois, 1 ' ensemble de ces ameliora- 
tions, si elles conduisent a une augmentation de la 
sensibilite/ ont pour consequence une perte de specifi- 
cite . 

20 Pour pallier cet inconvenient, la presente 

Invention s'est en consequence donne pour but de pourvoir 
a un reactif et a une methode aptes a ameliorer de ma- 
niere significative la sensibilite des tests d' hybrida- 
tion, tout en conservant la specificite de la reconnais- 

25 sance de la sequence cible obtenue avec les sondes, ce 
qui repond mieux aux besoins de la pratique que les reac- 
tif s et methodes de l'Art anterieur. 

La presente invention a pour objet un procede 
d ' amplification d'au moins une sequence d*acide nuclei- 

30 que, caracterise en ce qu'il comprend : 

(1) 1 ' hybridation en solution d'au moins une 
sequence cible avec une construction polynucleotidique 
comprenant au moins un domaine (A) simple-brin correspon- 
dent a une sequence nucleotidique complementaire de la 

35 sequence cible et un domaine (B , B ' ) double-brin consti- 
tuant un promoteur, 
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(2) la separation des acides nucleiques, 

(3) la digestion par une nuclease specif ique 
des acides nucleiques simple-brin des fragments simple- 
brin des constructions polynucleotidigues , c'est-a-dire 

5 notamment celles n ' ayant pas forme d'hybrides avec la 
sequence cible, et 

(4) la transcription en solution et en pre- 
sence d'une ARN-polymerase ADN- dependant e , de la sequence 
cible ayant hybride a 1 * etape (1), sous la forme de co- 

10 pies multiples d'ARN de ladite sequence cible. 

On entend par sequence cible, au sens de la 
presente invention, aussi bien de I'ADN double-brin, de 
I'ADN simple-brin, de 1 ' ARN double-brin que de 1 • ARN 
simple-brin. 

15 Selon un mode de mise en oeuvre avantageux 

dudit precede d ' amplification, 1' etape (2) de separation 
comprend avantageusement une etape de precipitation des 
acides nucleiques. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avanta- 

20 geux dudit procede d ' amplification , la construction poly- 
riucleotidique de 1' etape (1) comprend au moins un domaine 
(A) simple-brin correspondant a une sequence nucleotidi- 
que complementaire de. la sequence cible, un domaine 
(B , B ' ) double-brin constituant un promoteur, un domaine 

25 (C) constitue par un bras espaceur, non hydrolysable par 
des nucleases specifiques des acides nucleiques simple- 
brin et un domaine (D) constitue par un systeme de fixa- 
tion a un support. 

Les domaines (C) et (D) sont plus precisement 

30 definis ci-dessous. 

Conf ormement a ce mode de mise en oeuvre, 
1' etape (2) de separation comprend avantageusement une 
etape de fixation sur un support approprie des construc- 
tions polynucleotidiques comportant le domaine (D) , sui- 

35 vie d'une etape d ' elimination des elements non fixes. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de mise en oeuvre, la capacite du support est choisie de 
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telle sorte que tous les composes comportant . le domaine 
(D) puissent se fixer, sans qu'il y l ait competition entre 
eux . 

De maniere preferee, le support presente les 
5 caracteris tiques suivantes : 

- .il est choisi parmi les tubes, les micro- 
plaques et les microbilles, 

- il est recouvert d'une . substance apte a 
fixer le domaine (D) , telle que de I'avidine. 

10 - il presente une capacite de fixation supe- 

rieure ou egale a 8 pmoles de domaines (D) , notamment 
constitue par de la biotine, 

- le rapport entre la capacite du support, en 
pmoles et le nombre de pmoles d'especes presentes en so- 

15 lution et presentant une affinite avec ledit support est 
superieure a 1 . 

La presente invention a egalement pour objet 
un procede de detection et/ou de quantification d ' au 
moins une sequence d'acide nucleique, caracterise en ce 

20 qu'il comprend, outre les etapes (1), (2), (3) et (4) 
precitees, a savoir : (1) 1 ' hybridation en solution d'au 
moins une sequence cible avec une construction poly- 
nucleot idique comprenant au moins un domaine (A) simple- 
brin correspondant a une sequence nucleotidique comple- 

25^ mentaire de la sequence cible et un domaine (B.B 1 ) 
double-brin constituant un promoteur, (2) la separation 
des acides nucleiques, (3) la digestion par une nuclease 
specifique des acides nucleiques simple-brin des frag- 
ments simple-brin des constructions polynucleotidiques , 

30 c'est-a-dire notammenc celles n * ayant pas forme d'hybri- 
des avec la sequence cible a detecter, et (4) la trans- 
cription en solution et en presence d'une ARN-polymerase 
ADN-dependante, de la sequence cible ayant hybride a 
l'etape (1), sous la forme de copies multiples d * ARN de 

35 ladite sequence cible, 

(5) la detection et/ou la quantification des 
transcrits produits . 
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L'etape (4) de transcription et l'etape (5) de 
detection du transcrit par hybridation d'une sonde peu- 
vent avoir lieu simultanement . 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux 
5 dudit procede de detection, l'etape (2) de separation 
comprend avantageusement une etape de precipitation des 
acides nucleiques. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avanta- 
geux dudit- procede- de detection, la construction .polyn.u- 
10 cleotidique de l'etape (1) comprend au moins un domaine 
(A) simple-brin correspondant a une sequence nucleotidi- 
que complementaire de la sequence cible, un domaine 
(B , B ' ) double-brin constituant un promoteur, un domaine 
(C) constitue par un bras espaceur, non hydrolysable par 
15 des nucleases specifiques des acides nucleiques simple- 
brin et un domaine (D) constitue par un systeme de fixa- 
tion a un support. 

Conformement a ce mode de mise en oeuvre, 
l'etape (2) de separation comprend avantageusement une 
20 etape de fixation sur un support approprie des construc- 
tions polynucleotidiques comportant le domaine (D) , sui- 
vie d'une etape d ' elimination des elements non fixes. 

Dans ce cas, l'etape (2) de fixation sur un 
support, apres hybridation avec la sequence cible, des 
25 ensembles construction polynucleotidique/sequence cible 
permet d'eliminer les composes presents dans le milieu 
d ' hybridation et d'effectuer facilement les lavages ne- 
cessaires apres chaque etape du procede. 

De maniere generale, l'etape (3) de digestion 
30 nucleasique, qui est essentielle aussi bien dans la mise 
en oeuvre du procede d ' amplification que du procede de 
detection, permet d'eliminer les domaines (A) n ' ayant pas 
reagi {absence d ' hybridation) , assurant ainsi une speci- 
ficite importante auxdits procedes, tout en ayant une 
35 sensibilite signif icativement amelioree, par rapport aux 
tests d ' hybridation et/ou d ' amplification classiques. 
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En effet, lorsque le domaine (A) 
(complementaire de la sequence cible a amplifier ou a de- 
tecter) est digere, il ne peut plus servir de matrice a 
la transcription et celle-ci n'a pas lieu. Certa-ines en- 
5 zymes specifiques des simples-brins vont laisser intacts 
des nucleotides courts (1 a 6 bases de long) simple-brin , 
apres digestion ; toutefois, lorsque cela se produit, 
les transcrits obtenus sont de petite taille (maximum 6 
nucleotides de long) et peuvent etre aisement distingues 

10 des transcrits presentant la taille du domaine (A) . 

Lorsque le domaine (A) est hybride de fagon 
parfaite avec la sequence cible, il est protege de 1' ac- 
tion des nucleases specifiques des simples-brins et peut 
servir de matrice pour la transcription. 

!5 Selon un autre mode de mise en oeuvre avanta- 

geux desdits procedes (amplification et detection) , 
1* etape (1) comprend simultanement la formation in situ 
de la construction polynucleotidique par hybridation 
d'une sequence comprenant au mo ins de 5' en 3' le domaine 

20 (A) et le domaine (B) avec une sequence comprenant au 
moins le domaine ( B ' ) et de preference en outre le do- 
maine (D) et le domaine (C) et 1 ' hybridation de ladite 
construction polynucleotidique ainsi formee et de la se- 
quence cible. 

25 Dans le cas ou la construction polynucleoti- 

dique comprend les domaines CD) et (C) , 1 ' etape (2) de 
fixation sur un support, apres hybridation avec la se- 
quence cible, des ensembles construction polynucleotidi- 
que/sequence cible et sequences comprenant le domaine 

30 (D) , le domaine (C) et le domaine ( B ' ) non appariees per- 
met d'eliminer les composes presents dans le milieu 
d' hybridation et d'effectuer facilement les lavages ne- 
cessaires apres chaque etape desdits procedes, et 1* etape 
(3) permet la digestion des domaines (A) non apparies et 

35 des constructions incompletes (domaine (B f ) non apparie 
au domaine (B) ) . Par contre, le bras espaceur n'est pas 
digere - 
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En ce qui concerne plus precisement la mise en 
oeuvre du procede de detection conforme a 1 1 invention : 
1* etape (4) de transcription est realisee en presence de 
desoxynucleotides modifies tels que l'Ct- 32 P-UTP, le dini- 
trophenyl-UTP, la . biotine-UTP , la digoxigenine-UTP . Ceci 
permet 1 ' incorporation dans les transcrits, de marqueurs, 
pouvant servir a leur detection et a leur quantification, 
lors de 1 ' etape (5) mise en oeuvre dans le procede de 
detection . 

Conformement a 1/ invention, lorsque les trans- 
crits sont realises en presence de desoxynucleotides mo- 
difies, 1* etape (5) de detection comprend la capture 
desdits transcrits modifies par une sonde specifique 
d'une portion situee au centre ou a l'extremite 3' 
desdits transcrits et la detection des marqueurs incorpo- 
res dans lesdits transcrits par des systemes de revela- 
tion convenables. 

Selon ce dernier mode de mise en oeuvre du 
procede de detection, la sonde de detection fait avanta- 
geusement entre 15 . et 20.0 bases de long et peut etre mo- 
difiee a une de ses extremites par une molecule permet- 
tant sa fixation sur un support. Cette molecule de fixa- 
tion est preferentiellement un haptene ou une biotine. 

En variante, le transcrit et sa sonde de de- 
tection peuvent etre hybrides en solution, dans des con- 
ditions favorisant la formation du duplex specifique et 
les hybrides ainsi formes peuvent etre immobilises sur 

supports modifies. 

Selon encore une autre variante, 1 ■ immobilisa- 
tion de la sonde sur le support peut etre prealable a 
1' etape de detection (immobilisation sur microbilles par 
exemple et addition des microbilles dans le milieu de 

transcription) . 

Les transcrits non modifies (non marques) peu- 
vent etre egalement detectes apres leur fixation sur sup- 
port (depot par dot-blot sur membrane de nylon, par 
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exemple) , par hybridation avec une sonde de detection 
specif ique marquee, telle que definie ci-dessus. 

Aussi bien le procede d ' amplification que le 
procede de detection repondent au besoin expose ci-des- 
5 sus, a savoir ils sont a la fois sensibles et specif i- 
ques ; en particulier, dans le cas de la mise en oeuvre 
d'une construction polynucleotidique comprenant un do- 
maine <C) et un domaine (D) , seule la matrice necessaire 
a la transcription est fixee sur le support. ; en conse- 

10 quence, le milieu de transcription ne contient que les 
transcrits specif iques de la sequence cible a detecter. 

La presente invention a egalement pour objet 
une construction polynucleotidique apte a amplifier et/ou 
a detecter une sequence cible d'acide nucleique, caracte- 

15 risee en ce qu'elle comprend : 

(a) un premier domaine (A) , qui est simple- 
brin et comprend une sequence nucleotidique complemen- 
taire de la sequence cible, 

(b) un deuxieme domaine (B,B'), situe a 1 ' ex- 
tremite 3* dudit domaine (A) , qui est forme de deux 
sequences -complementaires (B) et' (B"' ) et forme un promo- 
teur double-brin d'une ARN polymerase ADN-dependante , 

(c) un troisieme domaine (C) , constitue par un 
bras espaceur, non hydrolysable par des nucleases speci- 
fiques des acides nucleiques simple-brin, et 

(d) un quatrieme domaine (D) , constitue par un 
systeme de fixation du domaine { B , B ' ) sur un support so- 
lide convenable, 

lesquels domaines (C) et (D) peuvent etre avantageusement 
fixes soit en 5 ' du domaine (B'), soit en 5 ' du domaine 
(A), soit en 3 ' du domaine (B) . 

Ladite construction polynucleotidique comprend 
done un segment, egalement denomme sonde ci-apres, qui 
correspond soit aux domaines (D) + (C) +3 • - (B) + (A) -5 ' , soit 
aux domaines 3 ' - (B) + (A) -5 ' + (C) + ( D) , soit aux domaines 
3 * - (B) + (A) -5 1 et un segment, egalement denomme promoteur 
ci-apres, qui correspond soit aux domaines 
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(D) + (C) +5 ' - (B' ) -3 ' , soit au domaine (B'), selon le li 
d'accrochage des domaines (C) et (D) . 

Selon un mode de realisation avantageux de la- 
dite construction, le domaine (B,B'l constitue 1 ' un des 
promoteurs suivants : promoteur de la T7 ARN polymerase, 
promoteur de la T3 ARN polymerase, promoteur de la SP6 
ARN polymerase ; egalement de maniere avantageuse, des 
bases- G ou C peuvent etre -ajoutees a l'extremite 3' du 
domaine S, de -fagon a ameliorer la cohesion de la par tie 
double-brin de ladite construction. L'ajout de telles 
bases ne modifie toutefois pas les rendements ulterieurs 
de transcription. 

Des sequences peuvent egalement etre ajoutees 
a l'extremite 5' dudit domaine B, avant la region corres- 
pondant a la sequence complementaire de la sequence cible 

(domaine (A) ) . 

Conformement a 1 ' invention, la taille de la 
sequence formee par les domaines (A) et (B) est comprise 
entre 30 et 200 bases. 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
de 1' invention, le domaine (C) ou bras espaceur est avan- 
tageusement constitue de 2 a 10, de preference de 4 a 6 
synthons, choisis parmi les alkanes-diol ou les synthons 
decrits dans la Demande Internationale PCT/FR94/00354 , au 
nom de la Demanderesse , qui repondent a I'une des formu- 
les suivantes : 

-Rl-[ (CH 2 ) n -R 2 ] x - [ <CH 2 ) m -R 3 ] y - (CH 2 ) p - 
dans laquelle : 

n est un nombre entier de 1 a 10 ; 

m est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 10 ; 
p est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 10 ; 
x est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 8 ; 
y est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 8 ; 
Rl , R2 et R 3 , qui peuvent etre identiques ou differents 

35 representent 

CH 2 ; O ; S ; NR ' ; CO ; CH=CH ; NR ' CO ; CONR * ; NHS0 2 ; 

R 1 P0 4 , 
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ou R' represence un atome d'hydrogene ou une chaine al- 
ky le en Ci a C]_2- 

De tels bras espaceurs eloignent le promoteur 
du support solide sur lequel il est susceptible de se 
5 fixer, afin de permettre ef f ectivement la transcription 
en ARN , par l; accrochage de l'ARN polymerase sur le pro- 
moteur double-brin, en evitant ainsi tout probleme 
d 1 encombrement sterique . 

lis peuvent avantageusement etr.e obtenus par 
10 incorporation de synthons tels que def inis ci-dessus" pen- 
dant la synthese oligonucleotidique du domaine (B'), 
comme decrit notamment dans WILK et al . (Nucleic Acids 
Res., 1990, 18, 8, 2065-2068), tel que le synthon C-16- 
spacer® PA (Cambridge Research Biochemicals) , a partir de 
15 derives phosphor amidites de squelettes carbones, du type 
1-O-dimethoxytrityl -butane - 3 -0- ( 2 -cyanoethyl-N, N-diiso- 
propyl) phosphoramidite ou selon la methode decrit e dans 
la Demande Internationale PCT/FR94 / 0 03 54 precitee. 

Egaiement conf ormement a 1' invention, le do- 
20 maine (D) est une molecule pouvant avoir une af finite 
pour une autre molecule immobil isable sur support 
solide ; avantageusement il s'agit d ' un oligonucleotide, 
d'un haptene, du dini trophenyle , d ' une biotine, ou d'une 
digoxigenine . 

25 La construction polynucleotidique conforme a 

1' invention permet la synthese de transcrits d • ARN , dont 
la sequence correspond a la sequence cible, en presence 
d'ARN polymerase -ADN dependante . 10 a 10 4 transcrits peu- 
vent etre obtenus a partir d'une seuie molecule de se- 

30 quence cible, permettant ainsi 1 * ampli f icat ion de la se- 
quence cible et ainsi un accroissement significatif de la 
sensibilite . 

La presence invention a egaiement pour objet 
un procede de production d'une construction polynucleoti- 
35 dique conforme a 1* invention, caracterise en ce qu'il 
comprend : 
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(a) la synthese du segment denomme promoteur 
comprenant le domaine (D) (systeme d'accrochage) ( le 
domaine (C) (bras espaceur) et le domaine 5 , -(B , )-3 l 
(correspondant a un simple-brin d'un promoteur), 
5 (b) la synthese du segment denomme sonde, com- 

prenant le domaine 3' -(B) (correspondant a une sequence 
simple-brin complementaire de (B*)), le domaine (A)-5* 
(sequence simple-brin complementaire de la sequence cible 
a de-tec ter) et 

10 (c) 1 ' hybridation des domaines (B) et (B'), 

des segments obtenus en (a) et (b) , dans des conditions 
stringentes . 

Conformement a ce procede, I'etape (b) com- 
prend la synthese chimique dudit fragment, notamment a 
15 l'aide de la technologie des PAC-phosphoramidites . 

En variante, I'etape (b) comprend une amplifi- 
cation PCR asymetrique d'une sequence cible temoin avec 
des amorces specif iques de ladite sequence cible, l'une 
desdites amorces comportant la sequence (B) a son extre- 
20 mite 5 ' . 

En variante, ledit procede de production d'une 
construction polynucleotidique conforme a 1' invention, 
comprend : 

(a) la synthese du segment denomme promoteur 
25 comprenant uniquement le domaine 5'-(B , )-3' 

(correspondant a un simple-brin d'un promoteur), 

(b) la synthese du segment denomme sonde, com- 
prenant le domaine (B) (correspondant a une sequence 
simple-brin complementaire de (B')), le domaine (A) -5* 

30 (sequence simple-brin complementaire de la sequence cible 
a detecter) et en 3 ' ou en 5' dudit segment, le domaine 
(C) (bras espaceur) et le domaine (D) (systeme d'accro- 
chage) , et 

(c) 1 ' hybridation des domaines (B) et (B'), 
35 des segments obtenus en (a) et (b) , dans des conditions 

stringentes . 
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Outre les dispositions qui precedent, 1 ' inven- 
tion comprend encore d'autres dispositions, qui ressorti- 
ront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
exemples de mise en oeuvre du procede objet' de la 
5 presente invention, ainsi qu'aux dessins annexes dans 
lesquels : 

- la figure 1 represente une construction po- 
lynucleotidique conforme a 1 ' invention . 

- la figure 2 illustre le procede de detection 
10 (et/ou de quantification) d'au moins une sequence cible, 

conforme a 1* invention. 

- les figures 3, 4 et 6 illustrent 1 ' augmenta- 
tion significative de la sensibilite du test d' hybrida- 
tion par le procede conforme a 1' invention. 

15 - la figure 5 represente une autre construc- 

tion polynucleotidique conforme a 1* invention. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces 
exemples sont donnes uniquement a titre d ' illustration de 
1' objet de 1* invention, dont ils ne constituent en aucune 
20 maniere une limitation. 

EXEMFLE 1 : Preparation ..de la construction. 

a) Synthese du pronoteur (Y) 
(Y) 5' biotine- [stop] 5-CCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GG 3'. 

- Synthese du phosphor amidi te "stop" : 

25 6-0- (4,4' -dimethoxytrityl) -hexane-l-O- (2- 

cyanoethyl-N, N-diisopropyl ) -phosphoramidi te . 

L ' hexane- 1 , 6-diol (11 g ; 0,1 mole) est dis- 
sous dans le dichloromethane (150 ml) ; on ajoute de la 
triethylamine (22 ml) et de la dimethylaminopyridine 

30 (1 g) , puis sous agitation (0 a 4°C) , on ajoute une solu- 
tion de 6,8 g (20 mmoles) de chlorure de dimethoxytri tyle 
(DMT) dans 50 ml de dichloromethane. 

Apres 2 heures sous agitation, le melange est 
lave par 200 ml de NaHCC>3 (solution agueuse a 10 %), puis 

35 par 2 X 200 ml d'eau. 
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La phase organique est evaporee, puis le com- 
pose brut est purifie sur une colonne de. silice (silice 
PF Merck) par chromatographie- flash, en eluant avec un 
melange dichloromethane /hexane (1:1) contenant 1 % de 

triethylamine . 

Les fractions renfermant le produit monotn- 
tyle de Rf = 0,64 dans le melange CH 2 C1 2 /ET 2 0 (5:2) sont 
reunies et evaporees puis co-evaporees au tetrachlorure 
de carbone. Rendement 3,8 g (51 %)• 

Le compose monotrityle obtenu ci-dessus 
(1 41 g. 3.35 mmoles) est co-evapore sous-vide par 2 X 
20 ml d'acetonitrile anhydre, puis dissous dans 35 ml de 
dichloromethane anhydre. On ajoute 285 mg de tetrazolure 
de diisopropylammonium, puis 4 ml d'une solution de 2- 
,5 C yanoethyl-N,N,N- , N ' - tetraisopropylphosphorodiamidite (1M 
dans l'acetonitrile anhydre) . 

Apres 150 min de reaction sous argon et sous 
agitation, a 20°C, le melange reactionnel est.dilue par 
100 ml de dichloromethane, puis lave par 2 X 100 ml de 
20 NaHC0 3 (solution aqueuse a 10 %) puis par 2 X 100 ml 
d'une solution de NaCl a demi- saturation . 

La phase organique est concentree et le residu 
est purifie sur une colonne de silice en eluant avec un 
melange dichloromethane/hexane (20/80) contenant 1 % de 

25 triethylamine. r 

Apres evaporation des solvents, le residu si- 
rupeux est repris par du benzene anhydre. puis lyophilise 

sous-vide. Rendement 1,7 g (80 %) - 

Rf = 0,4 dans le melange Hexane /Et 2 0/Et 3 N 

30 (15/10 /l) . m _ 

EffihlH (CD 3 COCD 3 > : 7,6-7,3 (m. 9H) DMT ; 7.1- 
6.9 (m, 4H) DMT ; 3.9 ( S , 6H> 2 X ; 3,8-3.6 (m. 6H) 

£H 2 OP ; CH 2 CH 2 CN ; 2 X CHipr ; 3.25-3.15 (m. 2H) CH 2 
.- 2.84 (t, 2H) CH 2 CK ; 1.8-1.65 (m. 8H) QH 2 , 1.30 

35 (m. 12H) 4 X CK 3 . ^ _ 

RMH-31P (C 6 D 6 ) : 149.3 ; SM ( FAB+ : MNa - 

643 . 
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Promoteur proprement dit : domaine 

(DJ+fCJ+tB 1 ) : 

La sequence du promoteur (23-mer) est synthe-~ 
tisee sur un synthetiseur d 1 oligonucleotide Applied Bio- 
systems, en utilisant une colonne de 1 jimole. 

Le rendement moyen par etape est de 98,2 %. 
L' oligonucleotide (23-mer) reste trityle a son extremite 



5 • 



On couple alors 5 fois de suite ie phos- 
10 phoramidite "stop" decrit ci-dessus, en utilisant une 
solution (0,1M dans 1 ' acetonitrile anhydre) placee sur la 
voie "X" du synthetiseur (sequence XXXXXT ; DMT "ON"). 

Le rendement moyen par etape est de 98,4 % 
(mesure photometrique a 500 nm) . 
5 Le derive biotine phosphoramidi te (ROGET A. , 

BAZIN H. et TEOULE R . , Nucleic Acids Res., 1989, 12, 
7643-7651) est alors couple a 1' extremite 5* du derive de 
28-mers obtenu precedemment ( en laissant le groupe 
dimethoxy trityle en 5 ' de 1 ■ oligodesoxynucleotide . 

L* oligonucleotide Y (29-mers) alors obtenu est 
alors deprotege pendant 16 h a 55°C dans 1 ' ajmmoniaque a 
28 % (tube scelle) et correspond au segment denomme pro- 
moteur ci-dessus et comportant, comme domaine (D) , de la 
biotine, comme domaine (C) le bras espaceur [stop] 5 tel 
que prepare ci-dessus et comme domaine (B*), la sequence 
de 23 mers ci-dessus. 

Apres evaporation de 1 1 ammoniaque , on obtient 
103 UA26O d< oligonucleotide Y brut, qui est repris par 
200 ul de TEAB 10 mM ( t rie thy 1 ammonium bicarbonate) et 
injecte sur une colonne HPLC (RP-18, Merck). 

On utilise une colonne Lichrosphere Merck 
250 X 10 mm RP-18E (10 um) avec un gradient de 10 % a 
32 % d'acetonitriie dans le TEAA 25 mM ( trie thy lammonium 
acetate) en 20 minutes, a un debit de 5 ml/min. 

La fraction correspondant au pic principal 
(19 min<Rt<20,5 min) est collectee, le produit est eva- 
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pore a sec, puis repris dans 1 ml d'acide acetique a 
80 %. Apres 25 min a 20°C t l'acide acetique est evapore 
sous -vide . 

Le residu est repris dans 200 ^1 de TEAB 10 mM 
5 et dessale sur une colonne NAPS (Pharmacia), on obtien.t 
ainsi 12UA 2 60 * de promo teur Y. 

b) Synthase de la sonde (X) : domaines (B)+(A) 
De maniere preferee, le domaine (A) , consti- 
*_.,«^«_ ^ ^ nr-*- ^bt-.owi.» »a.r ci ^i r hs£S chimicrue clas — 

10 sique d 1 oligonucleotides . Dans ce cas, la technologie des 
PAOphosphoramidites (voir Brevet frangais 2 596 761) 
peut avantageusement etre utilisee, afin, notamment 
d' assurer une meilleure deprotection de 1 ' oligonucleotide 
final. Une bonne deprotection est importante, afin 

15 d'eviter 1' arret premature de la reaction et limiter les 
mauvaises incorporations pendant la transcription. 
(Milligan et al . , Methods Enzym,1989, 180, 51-62). Ledit 
domaine A peut egalement etre obtenu par amplification 
PCR asymetrique avec des amorces specifiques de la 

20 sequence cible, dont l'une comporte la sequence (B). a son 
extremite 5'. Les quantites d' amorces utilisees sont 
choisies de facon a ce que le simple-brin resultant de 
1 • amplification corresponde a la sequence 3'(B)-(A) 5*. 
Cette sequence simple-brin est ensuite purifiee apres 

25 separation elec trophoret ique et extraction du gel par des 
techniques classigues . 

De maniere plus precise, la sonde (X) est syn- 
thetisee sur un synthetiseur Applied Biosystems en utili- 
sant une colonne de 0,2 |imole. 

30 Pour cette synthese, les phosphor amidites du 

type PAC (Phenoxyacetic) sont utilises (SCHULHOF JC . , 
MOLKO D. et TEOULE R., Nucleic Acids Res., 1987, JJi, 397- 
416) . 

Le dernier groupe dimethoxytr ityle en 5' est 
35 conserve a 1* issue de la synthese. 
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L ' oligonucleotide est alors deprotege par 
l'ammoniague a 28 % (2,4 ml) pendant 16 h. 

On evapore la solution ammoniacale, on reprend 
le residu par 200 [il de TEAB ; apres dessalage sur une 
colonne NAPS (Pharmacia), on obtient 44UA260 d' oligo- 
nucleotide brut. 

Apres concentration, on injecte sur HPLC 
(colonne Merck RP-18), colonne RP-18E (5 Jim) , 125 X 4 mm 
en eluant avec un gradient de 1G % a 18 % d ' acetonitrile 
en 15 min, puis de 18 % a 50 % d ' acetonitrile dans le 
TEAA 25 mM en 15 min, a un debit de 1 ml /min. On collecte 
la region centrale du pic (20,6 min<Rt<23,0 min). 

On evapore la fraction correspondante et on 
detrityle (acide acetigue 80 %, 20°C, 25 min) , puis on 
evapore a sec sous -vide, on reprend par 2 00 \xl de TEAB 
10 mM et on precipite par 2 ml de n-butanol . On obtient 
ainsi 5 UA260 d 1 oligonucleotide X pur, comprenant le 
domaine (A) , represente en caracteres gras et le domaine 
(B) , represente en caracteres soulignes, suivants : 
( X ) 5 ' GCC GOT GAA GGG CTT CTT CCT TAT TGA' TG C CCC TAT 
AGT GAG TCP, TAT TAr, a 3' (voir figure 5). 

c) Hybridation des brins X et Y . 
La sonde (X) (4,4 pmoles) et le promoteur ( y ) 
(7,2 pmoles) sont hybrides 15 minutes a 50°C, apres 5 min 
de denaturation a 99 °C, dans 50 jil de tampon SSC 5X, en 
presence de 10 [Lg d'ADN de sperme de hareng. 

Le duplex ainsi forme peut etre stocke et uti- 
lise directement pour 1 ' hybridation avec une cible 
simple-brin, par exemple, sans etape de denaturation. 

II peut eventuellement etre purifie, afin 
d'eiiminer les promo teurs ( Y ) non hybrides a la sonde 
(X) . 
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E3CEMPLE 2 : Resistance du bras espaceur solon 1 * example 1 
a l*hydrolyse par les nucleases specif iques des simples- 
brins nucleotidicjues . 

Le promoteur (Y) (3 [ll a 0,6 unites de DO) est 
5 marque a son extremite 5' sur le residu biotinyle, par la 
polynucleotide* kinase en presence de 3 \il de y 32 P-ATP, 
dans un volume total de 10 Jil . 3 jil de la solution de 
marquage sont utilises directement pour tester la resis- 
tance de 1 ' oligonucleotide modifie a l'hydrolyse par les 
10 nucleases. 

Deux enzymes sont testees : la nuclease SI 
(Boehringer-Mannheim, 400 U/fil) et la Mung-Bean-Nuclease 

(Boehringer-Mannheim, 50 U/M-l) . 

* Digestion oar la Muna-Bean-Nuclease : 
15 promoteur Y marque 3 |ll 

Tampon 5X 2 p.1 

ADN de sperme de hareng 2 |il {10 mg/ml) 

Enzyme 0,1 |ll 

H 2 0 2,9 Hi . 

20 Incubation 3 0 minutes a 37 °C. 

* Digestion par la. Nuclease SI : 

promoteur Y marque 3 Jil 

Tampon 3X 3 , 3 |il 

ADN de sperme de hareng 2 |il (10 mg/ml) 

25 Enzyme 0 , 1 jil 

H 2 0 1, 6 111 

Incubation 30 minutes a 37°C. 

Les reactions de digestion sont arretees par 
addition de 2 \ll d ' EDTA 0,5 M. 5 (il des solutions de 
30 digestion sont deposes sur gel d • acrylamide a 25 %, avec 
le temoin marque non digere . Des marqueurs de longueur, 
marques au 32 P, sont con j ointemenc deposes sur le gel. 
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L * autoradiographie montre une disparition 
totale de 1 ' oligonucleotide initial apres digestion par 
la Mung-Bean-Nuclease et une digestion superieure a 98 % 
pour la nuclease SI ; on observe des residus tres' majori- 
5 taires (> a 95 %), dans les deux reactions de digestion, 
dont la taille est d' environ 8 a 9 nucleotides 
(comparaison avec des marqueurs de longueur), ^oligo- 
nucleotide etant marque a son extremite 5 ' , ces residus 
comprennent le bras espaceur comportant la biotine a son 
10 extremite 5 ' avec deux ou trois residus nucleotidigues 
non hydrolyses.a son extremite 3'. 

EXEMPLE 3 : Test de la capacite de transcription de la 
construction polynucleotidique selon 1 ' exemple 1, fixe© 
sur un support modi fie . 

15 Une construction polynucleotidique telle que 

preparee a 1 ' exemple 1, en solution, est transferee dans 
des puits de microplaques recouverts d'avidine. La fixa- 
tion se deroule dans du tampon SSC 5X, 1 heure a 3 7°C. 
Les puits sont laves dans un tampon PBS + NaCl 0,5 M. La 

20 transcription se deroule ensuite en presence de 1 mM de 
chacun des quatre nucleosides triphophaste , de 0 , 2 jil de 
a- 32 P-UTP (Amersham, 800 Ci/mmol, 20 mCi/ml) , et de 50 U 
de T7 ARN polymerase (Gibco-BRL) . 

La reaction se deroule 2 heures a 37°C. 7 jxl 

25 de surnageant de transcription sont preleves et analyses 
apres migration sur gel d ' agarose/Nusieve® (1 %/2 %) et 
visualisation au bromure d'ethidium ou bien apres elec- 
trophorese sur gel d'acrylamide a 25 % et autoradiogra- 
phie . 

30 L ' analyse du gel d' agarose montre une bande 

tres majoritaire de taille identique a celle du domaine 
A de la sonde (X) dans les puits contenant de la T7 ARN 
polymerase. Des fragments plus courts minoritaires sont 
en outre observes. Ces fragments correspondent a des ini- 

35 tiations de transcription avortees (Milligan et al . , NAR, 
1987, 15, 21, 8763-8798). Les puits temoins, ou la trans- 
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cription est effectuee sans enzyme, ne contiennent aucun 
acide nucleique detectable sur gel. L • analyse des memes 
echantillons sur gel d ' acrylamide montre une bande tres 
majoritaire correspondant au transcrit integral dans les 
puits contenant 1 ' enzyme de transcription et aucune bande 
dans les puits temoins ou la transcription est effectuee 
sans enzyme . 

EXEMPLE 4 : Mise en evidence de la protection de la 
transcription vis-a-vis da H digestion du domaine (A) de 
la sonde par des nucleases specifiques des simple-brins, 
par hybridation dudit domaine (A) de la sonde avec une 
sequence complementaire - 

Cet exemple montre la protection de la trans- 
cription par hybridation du domaine (A) de la sonde (X) 
avec une sequence cible complementaire. lors de l'etape 
de digestion par les nucleases specifiques des simple- 
brins : 

5,7 pmoles d'un oligonucleotide synthetique 

(G) de sequence : 

5 ' CAT CAA TAA GGA AGA AGC CCT TCA GCG GC 3 ' 
sont ajoutes dans le milieu d • hybridation de 1' exemple 1. 

Cet oligonucleotide a une sequence parfaite- 
ment complementaire du domaine (A) de la sonde, Les espe- 
ces presentes sont hybridees et fixees en microplaque 
comme decrit dans 1 • exemple 1 et 1 ' exemple 3 ; les puits 
sont ensuite incubes 30 mill a 37 °C dans des tampons de 
digestion contenant la nuclease SI ou la Mung-Bean- 
Nuclease et 0,05 mg/ml de BSA. 

Apres lavages dans un tampon PBS + NaCl 0,5 M 
+ Tween 20 0,05 %, le milieu de transcription est ajoute 
dans les puits. La transcription se deroule comme dans 
1' exemple 3 et les produits sont egalement analyses comme 

decrit precedemment . 

Apres digestion par la Mung-Bean (25 U dans 

50 u-l) ou par la Nuclease SI (20 U dans 50 Hi) . on 
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observe le transcrit de la taille attendue sur gel d' aga- 
rose et apres autoradiographie . 

E?CEMyLE 5 : Effet de la digestion du domaine (A) de la 
sonde sur l'efficacite de la transcription, en 1" absence 
5 de sequence complement aire de (A) pendant la digestion 
par les nucleases specifiques des simples-brins : speci- 
ficite du test conforme a 1' invention. 

La sonde (X) et le promoteur (Y) sont hybrides 
en solution, f ixes sur microplacjae recouverte d ' avidine , 
10 digeres et transcrits comme cela est decrit dans les 
exemples precedents . 

L' analyse des produits de transcription par 
gel d' agarose et par autoradiographie montre 1* absence 
totale, dans les conditions de digestion definies ci- 
15 dessus, du transcrit integral correspondant a la sonde. 
Le domaine (A) de la sonde non protege par hybridation 
est done digere pendant 1 ' etape de digestion par les 
nucleases specifiques des simples-brins et ceci empeche 
la production par transcription de 1'ARN correspondant au 
20 domaine (A) de la sonde. 

Ces exemples montrent que le domaine (A) non 
protege des nucleases specifiques des simples-brins est 
digere par ces enzymes et que 1' ensemble promoteur /sonde 
■digere n'est plus capable de donner lieu a la transcrip- 
25 tion du produit attendu. lis montrent, en outre, que le 
domaine (A) est protege de la digestion par les enzymes 
lorsqu'il est sous la forme d'un double-brin et que 
1' ensemble construction polynucleotidique/cible donne 
lieu a une transcription specif ique. 
30 L'exemple 4 montre egalement que les enzymes 

testees ne sont pas capables d'induire la coupure de la 
sonde, entre les domaines (A) et (B) lorsque la cible est 
parf ainement hybridee sur (A) . 
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EypTMPT.ir 6 : Detection d'une sequence cible par le procede 
conforme a 1 1 invention (detection du transcrit par hybri- 
dation sur membrane) . 

a) Preparation de la sequence cible : 
5 La sequence cible est constitute d'un ARN de 

15 0 bases de long, reconnu par le domaine (A) de la cons- 
truction polynucleotidique selon 1 ' exemple 1 et est obte- 
nue a partir d'un ARNm extrait de tissus d'un patient 
atteint de leucemie lymphocytaire severe (ALL , jonction 
10 b 2 A 2 ) . 

Des dilutions sequentielles de cet ARN sont 
effectuees (voir resultats ci-apres) . Le procede selon 
1* invention est realise sur chacune des dilutions de 
l'ARN cible. 

15 b) Amplification conforme a 1* invention : 

La construction polynucleotidique selon 1 1 in- 
vention, comprend la sonde (X) 4,4 pmoles et le promoteur 
(Y) 7,2 pmoles et les dilutions de la cible sont hybrides 
en solution comme decrit dans 1 ' exemple 3 en presence de 

20 10 fig d'ADN de sperme de hareng . Apres fixation en 
microplaque, digestion par 16 U de Mung-Bean-Nuclease , en 
presence de 0,05 mg/ml de BSA, et transcription comme 
decrit ci-dessus en presence de 1 mg/ml de Tween 20, les 
produits de transcription sont analyses comme decrit ci- 

25 dessous. 

c) Detection de la sequence cible 
10 |il de chacun des sumageants de transcrip- 
tion sont deposes par la technique de dot-blot, sur mem- 
brane de Nylon N+ (Amersham) , apres dilution dans 90 *ll 

30 de H 2 0 et denaturation 4 min a 90°C. L 1 ARN est fixe par 
irradiation UV ; des depots de dilutions d'ARN cible ini- 
tial sont conjointement realises dans les memes condi- 
tions sur la membrane. La membrane est ensuite incubee 
dans des conditions favorisant 1 ' hybridation specif ique 

35 avec une sonde reconnaissant la sequence amplifiee, 
conformement a 1 ' invention et la .sequence cible initiale. 
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Cette sonde est un oligonucleotide de synthese 
(Z) de sequence : 

{ Z ) 5 ' GCC GCT GAA GGG CTT 3 ' . 

Cet oligonucleotide de synthese est -marque a 
5 son extremite 5* par du ^2p par reaction de la poly- 
nucleotide kinase en presence de y-^^p-^TP. 

Apres lavages , les membranes sont autoradio- 
graphies et chaque dot est decoupe et compte en presence 
de liguide- de scintillation. Les resultats du comptage 
10 sont reportes ci-dessous, apres soustraction du resultat 
du blanc (obtenu par realisation de I'essai lorsque la 
concentration initiale en ARN cible est nulle) . 

* Resultats apres mise en oeuvre du procede 

selon 1 1 invention : 

15 ARN cible initial signal mesure (cpm) 

2 , 3 pmoles 6475 
0,23 pmoles 2515 
23 fmoles 1155 
2,3 fmoles 611 

20 0,23 fmoles 42 

* Resultats du temoin non amolifie : 

ARN cible initial signal mesure (cpm) 

7 pmoles 9471 
0,7 pmoles 1607 
25 70 fmoles 271 

7 fmoles 7 6 

0,7 fmoles 61 

Les resultats peuvent etre reportes sur une 
courbe log (signal) en fonccion du log(quantite initiale 

30 de cible). Les deux courbes obtenues sont lineaires, des 
que le signal, dans les conditions utilisees pour la 
mesure, est au-dessus du bruit de fond (figure 3 et 
figure 4). Ces figures montrent que la cible a ete detec- 
tee de maniere sensible et specif ique a l'aide du procede 

35 selon 1' invention. Cette amplification est mesuree par la 
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difference de quantite de cible initiale avec amplifica- 
tion et sans amplification dormant un signal idenCique. 

La limite superieure de cet essai depend des 
quantites initiales de construction polynucleotidique 

5 presente dans le milieu d' hybridation. L ' amplification 
est limitee lorsque la concentration initiale de la sonde 
(domaine (A)) est inferieure a la concentration initiale 
de la cible, elle est par contre plus importante au fur 
et a mesure que la quantite de cible devient inferieure a 

10 la quantite de sonde. Cet effet est explique. par les lois 
generales regissant 1 ■ hybridation d'une sonde sur sa 
cible . 

Des courbes standards avec des etalons connus 
peuvent etre etablies et ainsi permettre la quantifica- 
15 tion d'un echantillon amplifie dans les memes conditions 
que celles utilisees lors de 1 ' etablissement des courbes 
standards . 

De maniere preferee, la construction polynu- 
cleotidique est a une concentration inferieure a 5 
20 pmoles. 

ttyttmpTjE 7 : Amplification d'une cible et detection des 
AKN transcrits. apres hybridation en solution avec une 
sonde specific et capture sur phase solide des duplex 
formes. 

Le principe de 1 ' essai est le meme que celui 
decrit dans l'exempie precedent. L ' enzyme utilisee est la 
nuclease SI (40 U pour 50 ul) . la digestion a lieu en 
presence de 2,5 W d ' ADN de sperme de hareng et 
0.05 mo/ml de BSA . La digestion se deroule 20 min a tem- 
perature ambiante. Un marqueur (32 P , est incorpore dans 
1 ' ARN transcrit par addition de a-32p-UTP (0.2 Hi 
reaction, 800 Ci/mmol. 20 mCi/ml) au milieu de transcrip- 
tion. 10 ul de surnageant de transcription sont preleves 
et hybrides en solution en presence de 11 pmoles de sonde 
(Z) biotinylee a son extremite 5'. dans 30 ul de tampon 
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SSC 2X, contenant 2 5 mM d'HEPES pH 7 , 4 et 2 mM d'EDTA. 
Une hybridation de 15 min a 37°c esc realisee apres une 
etape de denaturation de 5 min a 70°C. Les solutions sont 
ensuite transferees dans - des puits recouverts "d'avidine, 
contenant 10 jil de'SSC 2X. La fixation se deroule 1 heure 
a 37°C. Les puits sont ensuite laves avec un tampon PBS + 
NaCl 0,5 M contenant 0,05 % de Tween 20. Les cupules sont 
comptees directement dans un compteur (3. 



10 ARN cible initial signal mesure (cpm) 

23 fmoles 2526 
2 , 3 f moles 133 4 

0,23 fmoles 1011 
° 435 
15 EXEMPLE 8 : Test de la capacite de transcription de la 
sonde /promoteur en solution. 

La sonde (X) et le promoteur { Y) sont hybrides 
comme decrit dans 1 ■ exemple 1 c) . Les acides nucleiques 
presents en solution sont ensuite precipites par 5 jil 
d' acetate de sodium 3M, pH 5,5 avec 100 *il d'ethanol 
100 %, 30 minutes a -70°C. Apres 15 minutes de centrifu- 
gation (10 000 trs/min, 4°C) , le culot est lave par 
100 jil d'ethanol 80 % et reprecipite dans les memes con- 
ditions . 

Le culot final est seche et repris par la 
solution de transcription decrite dans 1 ' exemple 3. 

Apres 1 heure 3 0 minutes de transcription a 
37°C, 7 [il de la solution sont preleves et analyses sur 
gel d'agarose/Nusieve® {1 %/2 %) , en presence de bromure 
30 d'ethidium. On observe sur le gel : 

- une bande correspondant a l'hybride promo- 
teur/sonde ( (X) / (Y) ) (construction nucleotidique conforme 
a 1 ' invention) , 
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- une bande coirrespondant a l'hybride promo- 
teur/ sonde/ ARN transcrit avec un profil de migration plus 
lent, 

- une bande plus courte correspondant a I'ARN 
5 transcrit en solution. 

L ' autoradiographic du gel montre la presence 
de radioactivite au niveau de la bande la plus courte 
(transcrit) " et de la bande la plus longue 
(promo teur/ sonde/ transcrit ) . 

10 La meme experimentation realisee sans T7 ARN 

polymerase ne permet la visualisation que de la construc- 
tion conforme a 1 ' invention (promoteur /sonde) sur le gel. 
EXKMFIjE 9 : Amplification d'une cible selon le procede de 
1' invention et detection colorimetrigue das ARN 

15 transcrits apres immobilisation par une sonde fixee sur 
microbille . 

Le principe de l'essai est le meme que celui 
decrit a 1'Exemple 7. 

L ' enzyme de digestion utilisee est la Mung- 
20 Bean nuclease (50 U par essai) . La digestion a lieu en 
presence de 0,05 mg/ml de BSA, pendant 20 min a 37°C. 

20 pmoles de sonde (Z) biotinylee en 5', sont 
fixees sur des microbilles recouvertes d'avidine. La 
transcription se deroule en presence des billes fonction- 
25 nalisees avec la sonde Z, dans un volume final de 5 0 \il , 
en presence de ribonucleotides non marques. 

A la fin de la transcription, 20 [il du milieu 
de transcription contenant les billes sont preleves et 
places dans un tube. On rajoute 2 0 pmoles (5 M-l) de sonde 
30 (R) marquee au dinitrophenyle a son extremite 5' 
(sequence de (R) =5' AAA CCT TAT TGA TGC 3') et 25 fil de 
tampon PBS + NaCl 0,5 M contenant 3 % de BSA. 
L' hybridation se deroule 1 heure a 37 °C. 

Les billes sont ensuite recuperees, lavees 3 
35 fois avec 100 ^il de tampon PBS + NaCl 0 , 5 M + Tween 20 
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0,05 %. Les transcrits captures sur billes et hybrides 
avec la sonde (R) (DNP) sont incubes dans 50 fil de tampon 
PBS contenant 3 % de BSA et un conjugue anticorps mono- 
clonal anti-DNP couple a la peroxydase ( AMPLICIS-DNP 
5 kit ; CIS BIO INTERNATIONAL , dilution 1/50 000). On 
effectue 3 lavages dans 100 ml de tampon PBS + NaCl 0,5 M 
+ Tween 0,05%. 

La revelation se" deroule dans 50 |j.l de solu- 

10 INTERNATIONAL) 30 min a l'obscurite. Les valeurs de DO 
sont mesurees a 492 nm, apres addition de 100 ^-1 d'acide 
oxaligue . 

Parallelement , on effectue une hybridation 
sandwich sur des dilutions de l'ARN cible (10 \il ) non 
15 soumis au procede de 1' invention, en presence de 20 
pmoles {5 \Ll) de sonde (Z) fixee sur microbilles et 
20 pmole {5 jil ) de sonde R marquee au DNP , et 2 5 |il de 
tampon PBS + NaCl 0,5 M. L ' hybridation se deroule 1 heure 
a 37 °C. Les billes sont ensuite lavees et incubees avec 
20 de 1' anticorps comme decrit ci-dessus . 

Resultats (DO 492 nm) : 

Le Tableau cl- apres et la figure 6 (abscisse : 
pmoles d'ARN cible ,* ordonnee : DO a 492 nm) illustrent 
les resultats (courbe (■) : apres amplification selon 
25 1' invention ; courbe (O) : par detection directe) . 



AKN cible 
(pmoles ) 


Apres procede selon 
1 ' invention < DO ) 


Sans amplification 
(DO) 


2 .10"" 


3 , 25 


0,31 


2 .10" 13 


2,38 


0, 41 


2.10* l< 


1,34 


0, 09 


. 2.10' 15 


0,2 


0, 08 


2 .10"" 


0,4 


0, 05 


2.KT" 


0,4 


non teste 


2 . 10" 18 


0,2 


non teste 



Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 
1 'invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
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mise en oeuvre, de realisation et d' application qui vien- 
nent d'etre decrits de faqon plus explicite ; elle en em- 
brasse au contraire toutes les variantes qui peuvent ve- 
nir a 1' esprit du .technicien en la matiere, sans s'ecar- 
5 ter du cadre, ni de la portee de la presente invention. 
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LISTS DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 

( i ) DEPOSANT : 

(A) NOM: CIS BIO INTERNATIONAL 

(B ) RUE: RN 306 

(C) VILLE: SACLAY 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 91400 

(ii) TITRE DE L* INVENTION : METHODE D ' AMPLIFICATION ET/OU DE 
DETECTION D ' UNE SEQUENCE D'ACIDE NUCLEIQUE , REACT IF DE 
DETECTION ET LEURS APPLICATIONS. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 5 

(iv) FORME DECH I FFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D ' EXPLOITATION: PC - DOS / MS - DOS 

(D) LOGICIEL: Pacentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2 3 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

<C) NOMBRE DE BRINS : simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(iii TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleigue 

(A) DESCRIPTION: /desc = " SONDE SYNTHETIQUE" 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

CCTAATACGA CTCACTATAG GGG 2 3 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 52 paires de bases 
(B> TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = " SONDE SYNTHETIQUE" 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

GCCGCTGAAG GGCTTCTTCC TTATTGATGC CCCTATAGTG AGTCGTATTA GG 5 2 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 29 paires de bases 
<B} TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "SONDE SYNTHETIQUE" 



<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE 



SEQ ID NO: 3 : 



CATCAATAAG GAAGAAGCCC TTCAGCGGC 



29 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
{ D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = " SONDE SYNTHETIQUE " 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
GCCGCTGAAG GGCTT 15 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = " SONDE S YNTH ET I QUE " 



■ (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
AAACCTTATT GATGC 15 
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REVINDICATIONS 

1°) Precede d ' amplification d 1 au moins une se- 
quence d'acide nucleique, caracterise en ce qu'il com- 
prend : 

5 (1) 1 ' hybridation en solution d*au moins une 

sequence cible avec une construction polynucleotidique 
comprenant au moins un domaine (A) simple-brin correspon- 
dant a une sequence nucleotidique complement aire de la 
sequence cible et un domaine (B,B* ) double-brin consti- 
10 tuant un promo teur, 

(2) la separation des acides nucleiques, 

(3) la digestion par une nuclease specif ique 
des acides nucleiques simple-brin des fragments simple- 
brin des constructions polynucleotidiques , c 'est-a-dire 

15 notamment celles n'ayant pas forme d'hybrides avec la 
sequence cible, et 

(4) la transcription en solution et en pre- 
sence d'une ARN-polymerase ADN-dependante , de la sequence 
cible ayant hybride a 1 ' etape (1), sous la forme de 

20 -copies multiples d ' ARN de ladite sequence cible. 

2°) Procede d ' amplification selon la revendi- 
cation 1, caracterise en ce que 1" etape (2) de separation 
comprend avantageusement 'une etape de precipitation des 
acides nucleiques . 

25 3°) Procede d ' ampl if ication selon la revendi- 

cation 1, caracterise en ce que la construction polynu- 
cleotidique de 1* etape (1) comprend au moins un domaine 
(A) simple-brin correspondant a une sequence nucleotidi- 
que complementaire de la sequence cible, un domaine 

30 (B , B ' ) double-brin constituant un promoteur, un domaine 
<C) constitue par un bras espaceur, non hydroiysable par 
des nucleases specifiques des acides nucleiques simple- 
brin et un domaine (D) constitue par un systeme de fixa- 
tion a un support. 

35 4°) Procede d ' amplification selon la revendi- 

cation 3, caracterise en ce que 1' etape (2) de separation 
comprend avantageusement une ' etape de fixation sur un 
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support approprie des constructions polynucleotidiques 
comportant le domaine (D) , suivie d'une etape d'elimina- 
tion des elements non fixes . 

5°) Precede d 1 amplification selon la revendi- 
5 cation 4, caracterise en ce que la capacite du support 
est choisie de telle sorte que tous les composes compor- 
tant le domaine (D) puissent se fixer, sans qu'il y ait 
competition entre eux. 

6°) Procede de detection et de quantification 
10 d'au moins une sequence d'acide nucleique, caracterise en 
ce qu'il comprend : 

(1) 1 'hybridation en solution d'au moins une 
sequence cible avec une construction polynucleotidique 
comprenant au moins un domaine (A) simple-brin correspon- 

15 dant a une sequence nucleotidique complementaire de la 
sequence cible et un domaine (B , B * ) double-brin consti- 
tuant un promoteur, 

(2) la separation des acides nucleiques, 

(3) la digestion par une nuclease specif ique 
20 des acides nucleiques simple-brin des fragments sirnple- 
brin des constructions polynucleotidiques, e'est-a-dire 
notamment celles n'ayant pas forme d'hybrides avec la 
sequence cible a detecter, 

(4) la transcription en solution et en pre- 
25 sence d'une ARN-polymerase ADN-dependante , de la sequence 

cible ayant hybride a 1 ' etape (1), sous la forme de 
copies multiples d'ARN de ladite sequence cible, et 

(5) la detection et/ou la quantification des 

transcrits produits . 

30 70 ) procede de detection selon la revendica- 

tion 6, caracterise en ce que 1* etape (2) de separation 
comprend avantageusement une etape de precipitation des 
acides nucleiques. 

8°) Procede de detection selon la revendica- 

35 tion 6, caracterise en ce que la construction polynucleo- 
tidique de 1' etape (1) comprend au moins un domaine (A) 
simple-brin correspondant a une sequence nucleotidique 
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complementaire de la sequence cible, un domaine (B, B • ) 
double-brin constituanc un promo teur, un domaine (C) 
constitue par un bras espaceur, non hydrolysable par des 
nucleases specifiques des acides nucleiques simple-brin 
5 et un domaine (D) constitue par un systeme de fixation a 
. un support . 

9°) Procede de detection selon la revendica- 
tion 8,* caracterise en ce que 1' etape (2) de separation 
comprend avantageusement une etape de fixation sur un 

10 support approprie des constructions polynucleotidiques 
comportant le domaine <D) , suivie d'une etape d'elimina- 
tion des elements non fixes. 

10°) Procede selon 1 'une quelconque des reven- 
dications 1 a 9, caracterise en ce que I'etape (1) com- 

15 prend simultanement la formation in situ de la construc- 
tion polynucleotidique par hybridation d'une sequence 
comprenant au moins de 5 ' en 3 ' le domaine (A) et le 
domaine (B) avec une sequence comprenant au moins le 
domaine (B') et de preference en outre le domaine (D) et 

20 le domaine (C) et 1 ' hybridation de ladite construction 
polynucleotidique ainsi formee et de la sequence cible. 

11°) Procede selon 1 1 une quelconque des reven- 
dications 1 a 10, caracterise en ce que I'etape (4) de 
transcription est realisee en presence de desoxynucleo- 

25 tides modifies tels que l'a- 32 P-UTP, le dinitrophenyl- 
UTP, la biotine-UTP, la digoxigenine-UTP . 

12°) Procede selon 1 ' une quelconque des reven- 
dications 6 a 11, caracterise en ce que lorsque les 
transcrits sont realises en presence de desoxynucleotides 

30 modifies, I'etape (5) de detection comprend la capture 
desdits transcrits modifies par une sonde specifique 
d'une portion situee au centre ou a 1 ' extremite 3* 
desdits transcrits et la detection des marqueurs incorpo- 
res dans lesdits transcrits par des systemes de revela- 

35 tion convenables. 
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13°) Procede selori la revendication 12, carac- 
terise en ce que la sonde de detection fait avantageuse- 
ment entre 15 et 200 bases de long et peut etre modifiee 
a une de ses extremites par une molecule permettant sa 
5 fixation sur un support. 

14°) Procede selon la revendication 11, carac- 
terise en ce que 1 ' etape (5) est realisee en solution, 
par hybridation du transcrit forme lors de 1 ' etape {4) 
avec une sonde de detection, dans des conditions favori- 
10 sant la formation du duplex specifique et les hybrides 
ainsi formes sont ensuite immobilises sur des supports 
modifies . 

15°) Procede selon 1 * une quelconque des reven- 
dications 6 a 10, caracterise en ce que 1 1 etape (5) de 
15 detection comprend la fixation des transcrits non modi- 
fies sur un support solide et leur hybridation avec une 
sonde de detection specifique marquee. 

16°) Construction polynucleotidique apte a am- 
plifier et/ou eventuellement a detecter une sequence 
20 cible d'acide nucleique, caracterisee en ce qu'elle 
comprend : 

(a) un premier domaine (A) , qui est simple- 
brin et comprend une sequence nucleotidique complemen- 
taire de la sequence cible, 
25 (b) un deuxieme domaine (B , B * ) , situe .a l'ex- 

tremite 3 ' dudit domaine (A) , qui est forme de deux 
sequences complementaires (B) et (B' ) et forme un promo- 
teur double-brin d'une ARN polymerase ADN-dependante , 

(c) un troisieme domaine <C) , constitue par un 
30 bras espaceur, non hydrolysable par des nucleases speci- 

fiques des acides nucleiques simple-brin, et 

(d) un quatrieme domaine (D) , constitue par un 
systeme de fixation du domaine ( 3 , B ' ) sur un support so- 
lide convenable, 

35 lesquels domaines (C) et (D) peuvent etre avantageusement 
fixes soit en 5* du domaine (B 1 ), soit en 5* du domaine 
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(A) , soit en 3 ' du domaine (B) et forment un systeme 
d ' accrochage . 

17°) Construction polynucleotidique selon la 
revendication 16, caracterisee en ce que le domaine 
5 (B,B') constitue 1 1 un des promoteurs suivants : promoteur 
de la T7 ARN polymerase, promoteur de la T3 ARN polyme- 
rase, promoteur de la SP6 ARN polymerase. 

18°) Construction polynucleotidique selon la 
revendication 16 ou la revendication 17, caracterisee en 
-10 ce que des sequences peuvent etre ajoutees a l'extremite 
3' et/ou a l'extremite 5' du domaine (B) . 

19°) Construction polynucleotidique selon 
I'une quelconque des revendications 16 a 18, caracterisee 
en ce que la taille de la sequence formee par les domai- 
15 nes (A) et (B) est comprise entre 30 et 200 bases. 

20°) Construction polynucleotidique selon 
I'une quelconque des revendications 16 a 19, caracterisee 
en ce que le domaine (C) ou bras espaceur est avantageu- 
sement constitue de 2 a 10, de preference de 4 a 6 syn- 
20 thons, choisis parmi les alkanes-diol ou les synthons qui 
repondent a I'une des formules suivantes : 

-R!- [ ( CH 2 ) n" R 2 1 x- HCH 2 ) m -^3 1 y^ « CH 2 ) p" 
dans laquelle : 

n est un nombre entier de 1 a 10 ; 
'25 m est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 10 ; 
p est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 10 ; 
x est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 8 ; 
y est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 8 ; 
R lf R 2 et R3 , qui peuvent etre identiques ou differents 
30 representent 

CH 2 ; O ; S ; MR ' CO ; CH=CH ; MR ' CO ; CONR ' ; NHS0 2 ; 

R # P0 4 , 

ou R' represente un atome d'hydrogene ou une chaine 

alkyle en a Ci 2 . 
35 21°) Construction polynucleotidique selon 

I'une quelconque des revendications 16 a 20, caracterisee 
en ce que le domaine (D) est avantageusement un oligonu- 
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cleotide, un haptene, du dinitrophenyle , une biotine, ou 

tine digoxigenine . 

22°) Precede de production d'une construction 

polynucleotidique selon l'une quelconque des revendica- 
5 tions 16 a 21, caracterise en ce gu'il comprend : 

(a) la synthese du segment denomme promoteur 

comprenant le domaine (D) , le domaine (C) (bras espaceur) 

et le domaine 5 , -{B')-3 t (correspondant a un simple-brin 

d'un promoteur), 
10 (b) la synthese du segment denomme sonde, 

comprenant le domaine 3' -(B) (correspondant a une 

sequence simple-brin complementaire de <B 1 ) ) , le domaine 

(A) -5' (sequence simple-brin complementaire de la 

sequence cible a detecter) et 
15 (c) 1 'hybridation des domaines (B) et (B'), 

des segments obtenus en (a) et (b) , dans des conditions 

stringentes . 

23°) Procede de production d'une construction 
polynucleotidique selon l'une quelconque des revendica- 
20 tions" 16 a 21, caracterise en ce qu'il comprend : 

(a) la synthese du segment denomme promoteur 
comprenant uniquement le domaine 5 T — { B ' ) — 3 ' 
(correspondant a un simple-brin d'un promoteur.), 

(b) la synthese du segment denomme sonde, com- 
25 prenant le domaine 3 '-(B) (correspondant a une sequence 

simple-brin complementaire de (B f ) ) , le domaine (A) -5 * 
(sequence simple-brin complementaire de la sequence cible 
a detecter) et en 3 ' ou en 5' dudit segment, le domaine 
(C) (bras espaceur) et le domaine (D) (systeme d'accro- 
30 chage) , et 

(c) 1 ' hybridation des domaines (B) et (B*), 
des segments obtenus en (a) et (b) , dans des conditions 
stringentes . 
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